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1 UVOD 
 
Ljudje živimo vedno dlje, vedno več pa je tudi bolezni, ki jih še ne znamo pozdraviti ali 
mogoče celo preprečiti. Od leta 2010 dalje za rakom vsako leto v Sloveniji zboli več kot 
13000 ljudi, od tega več kot 7000 moških in približno 6000 žensk. Po podatkih 
Onkološkega inštituta Ljubljana bo od otrok rojenih leta 2010 predvidoma za rakom zbolel 
eden od dveh moških in ena od treh žensk (Rak v Sloveniji, 2016). Glede na ta velik 
odstotek ne preseneča dejstvo, da so bolezni v tej skupini zelo pogosta tema raziskovanja 
različnih raziskovalnih skupin. Mnogo študij ni direktno povezanih z boleznijo, vendar so 
rezultati teh študij lahko osnova za nadaljnje analize in razvoj.  
 
Pri preučevanju raka so kot modelni organizem pogosto uporabljene kvasne celice 
Saccharomyces cerevisiae. Te so verjetno najbolje raziskan evkariontski organizem in so 
velikokrat uporabljene kot model za preučevanje primarnega metabolizma in bolezni kot je 
rak (Guaragnella in sod., 2014). Predvsem je njihova pozitivna lastnost hitra rast in 
preprostost organizma v primerjavi z drugimi evkarionti. Kvasne celice imajo tudi lastnost, 
da v aerobnem okolju v primeru hitre rasti preklopijo na alkoholno fermentacijo, kar jim 
zagotavlja hitrejši dostop do energije (Crabtreejev efekt). Podoben odziv so odkrili tudi v 
rakastih celicah, ki se hitro delijo in, tudi ko je v okolju prisoten kisik, za pridobivanje 
energije pretvarjajo piruvat v laktat, ki ga nato izločajo iz celice (Warburgov efekt). 
 
Tudi naša analiza je preučevala primarni metabolizem v kvasu, kar spada v bazično 
znanost. Čeprav je sam potek glikolize že znan, pa se sedaj preučujejo posamezni encimi, 
njihova regulacija ter posledice ob njihovi spremembi. Mi smo se osredotočili na encim 6-
fosfofrukto-1-kinaza (Pfk1), ki je glavni regulator v glikolizi. Omogoča pretvarjanje 
fruktoze-6-fosfat v fruktozo-1,6-bifosfat, ki je pod nadzorom različnih inhibitorjev (citrat, 
adenozin trifosfat (ATP)) in aktivatorjev (fruktoza-2,6-bifosfat).  Poznamo tri tipe encima 
Pfk1: jetrni, mišični in trombocitni tip.  
 
Raziskovalci dajejo največji poudarek na tiste gene, kateri se v rakastih celicah drugače 
izražajo kot v zdravih celicah in posledično povzročajo hitrejšo in agresivnejšo rast raka. 
Tako se odkrivajo nova znanja o rakastih celicah ter s tem nove možne tarče zdravljenja. V 
rakastih celicah so tako dokazali prisotnost spremenjenih oblik encima Pfk1 - vse obstajajo 
v skrajšanih oblikah, ki se nato drugače odzivajo na spremembe v okolju.  
 
1.1 CILJ RAZISKOVANJA 
 
Eden izmed vzrokov za pospešeno rast rakastih celic je posttranslacijska modifikacija 
glavnega regulatornega encima glikolize 6-fosfofrukto-1-kinaze (Oskam in sod., 1985). 
Obstajajo trije tipi tega encima: mišični, trombocitni in jetrni. Opisali so že modifikacijo 
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nativnega mišičnega tipa Pfk-M (Šmerc in sod., 2011), kasneje pa so opazili modifikacijo 
jetrnega tipa. Ker ta oblika prevladuje v tumorigenih celičnih linijah z bolj razvito 
agresivnostjo, smo se osredotočili za preučevanje kratke oblike Pfk-L. 
 
Glavni namen naše raziskave je ugotoviti vpliv modificirane oblike encima Pfk-L na 
metabolizem celic kvasovk. Nativni in skrajšani gen pfk-L smo vnesli v kvasovko S. 
cerevisiae in nato primerjali hitrost rasti transformant in aktivnost posameznega encima ter 
tako pridobili pomembne podatke o delovanju obeh encimov v modelu evkariontske celice. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
V kvasovko smo vnesli nativni in skrajšan gen za encim Pfk-L, ki naj bi aktivno sodeloval 
v primarnem metabolizmu. Modifikacija encima Pfk-L je manj izrazita kot modifikacija 
encima Pfk-M, zato smo pričakovali, da bo vseeno obdržala nekaj občutljivosti na 
inhibicijo povratne zveze s citratom. Pričakujemo tudi, da bodo kvasne transformante z 
modificiranim Pfk-L tipom rasle hitreje kot transformante z nativnim encimom Pfk-L ter 
bo pri prvih močneje izražen Crabtreejev efekt. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PRIMARNI METABOLIZEM 
 
Metabolizem je sestavljen iz koordinirane mreže reakcij, ki ne morejo potekati neodvisno 
in ločeno (Boyer, 2005). Z besedno zvezo primarni metabolizem označujemo kemične 
reakcije v živih celicah, ki so nujne za ohranjanje življenjskih funkcij, kot so rast, razvoj in 
reprodukcija. Poleg primarnega metabolizma poznamo tudi sekundarni metabolizem, pri 
katerem nastajajo metaboliti, katerih primanjkljaj ne pomeni nujno smrti celice. Njihova 
pomembnost se pokaže v neugodnih razmerah, ko odločajo, ali bo celica preživela ali ne. 
 
Metabolizem delimo glede na biokemijski namen na izgradnjo (anabolizem) in razgradnjo 
(katabolizem). Pri razgradnji makromolekul v manjše molekule pride do sproščanja 
energije v obliki ATP, ki se nato porabi za izgradnjo večjih, celici lastnih makromolekul, 
kot so proteini, nukleinske kisline, polisaharidi in lipidi (Reginald in Charles, 2010).  
 
Katabolizem je sestavljen iz treh delov. V prvem delu se makromolekule razgradijo v 
osnovne gradnike: proteini v aminokisline, lipidi v maščobne kisline in glicerol ter 
polisaharidi do monosaharidov (po navadi do glukoze). V drugem delu pride do oksidacije 
molekul do acetil-CoA, v zadnjem delu pa se acetil-CoA v ciklu citronske kisline oksidira 
do ogljikovega dioksida, ki je eden izmed končnih produktov aerobnega metabolizma 
kisika.  
 
2.2 GLIKOLIZA IN REGULATORNI ENCIMI 
 
Glikoliza je proces v katabolizmu, kjer se heksozni sladkor oksidira do dveh molekul 
piruvata. Je univerzalni način za pridobivanje energije, zbrane v ogljikovih hidratih, tako v 
rastlinah kot tudi živalih. Poteka lahko tako v aerobnih kot tudi anaerobnih razmerah.  
 
V osnovi je glikoliza zaporedje desetih reakcij, ki jih delimo na dva dela – pripravljalna in 
donosna faza. V prvi del spada prvih pet reakcij, v katerih se heksoza kot vstopna molekula 
spremeni v dve molekuli gliceraldehid-3-fosfata, pri tem pa se porabita 2 molekuli ATP. V 
donosni fazi pa iz gliceraldehid-3-fosfata nastane piruvat, pri tem pa nastanejo 4 molekule 
ATP in 2 molekuli nikotinamid adenin dinukleotid (NADH). Končni neto izkupiček 
glikolize sta 2 molekuli ATP in 2 molekuli NADH (Boyer, 2005).  
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Slika 1: 10 reakcij glikolize (prirejeno po Boyer, 2005) 
 
Glikoliza lahko poteka na več različnih načinov. Najpogosteje poteka po Embden-
Meyerhof-Parnasovi poti (EMP pot). Nekatere bakterije pa za razgradnjo glukoze 
uporabljajo Entner-Doudoroffovo pot ali pa pot pentoze fosfata (PPP). Slednja je 
energetsko manj učinkovita, vendar je pomembna zaradi nastanka nukleotidnih koencimov 
NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) in riboze-5-fosfata. NADPH je potreben 
za reakcije redukcije v biosinteznih procesih nastanka maščobnih kislin in steroidov, 
riboza-5-fosfat pa je prekurzor za nukleotide.  
 
Glikoliza je močno regulirana, saj je pomembna za ohranjanje ravni ATP in drugih 
intermediatov v celici. Večina reakcij v glikolizi je reverzibilnih, najpomembnejše pa so 
tiste, ki potekajo samo v eno smer. Take so tri in prvi encim je heksokinaza, ki katalizira 
fosforilacijo glukoze do glukoze-6-fosfat (G-6-P). Heksokinaza je pomemben alosterični 
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encim, ki glukozi doda fosfat, kar omogoči začetek glikolize. Poznamo štiri izoencime 
heksokinaze: tip І, tip ІІ, tip ІІІ in tip ІV (imenovan tudi glukokinaza) (Wilson, 2003). V 
rakastih celicah je bilo opaženo povišano izražanje predvsem tipa ІІ (Mathupala in sod., 
2009), vendar pa so opazili povišanje ekspresije tudi ostalih tipov (Verhagen in sod., 1985; 
Smith, 2000). Povečana ekspresija celici omogoča višji nivo glikolize, preprečevanje 
apoptoze ter večjo možnost metastaziranja (Mathupala in sod., 2006). Povišana ekspresija 
tipa ІІ v različnih tipih raka je bila povezana s slabšo prognozo pacienta (Zhang in sod., 
2016). 
 
Naslednji in tudi najpomembnejši encim glikolize je Pfk1, ki katalizira fosforilacijo 
fruktoze-6-fosfat (F-6-P) do fruktoza-1,6-bifosfata (F-1,6-BP) in je podrobneje opisan v 
nadaljevanju. Zadnja ireverzibilna stopnja glikolize je reakcija encima piruvat-kinaza, ki 
katalizira nastanek ATP in piruvata (Šmerc in sod., 2011). Piruvat kinaza je tetramerni 
protein, ki za svojo aktivnost potrebuje Na
+
 in K
+
 ione in ga v sesalskih celicah najdemo v 
štirih izooblikah. Omogoča pretvorbo fosfoenol piruvata (PEP) in ADP v piruvat in ATP. 
Najpomembnejši aktivator tega encima je fruktoza-1,6-bifosfat, inhibira pa ga njegov 
produkt, ATP (Boyer, 2005). 
 
V sesalskih tkivih najdemo piruvat kinazo v štirih izooblikah (Jurica in sod., 1998). Pri 
podganah piruvat kinazo kodirata gena L in M. Iz  lokusa L dobimo zaradi uporabe 
različnih promotorjev izoencima L v jetrih in R v rdečih krvnih celicah (Noguchi in sod., 
1987). M1 in M2 prav tako nastaneta na istem lokusu, vendar razlika nastane zaradi 
alternativnega izrezovanja (Noguchi in sod., 1986). M2 izoencim je najbolj aktiven v 
celicah zarodka, ki se hitro delijo, kasneje pa ga zamenjajo ostale izooblike. Vendar pa so 
ga sedaj našli v celicah pri veliko različnih oblikah raka: v tkivu možganskega tumorja pri 
odraslem človeku (van Veelen in sod., 1978), v malignem tumorju na dojkah (Balinsky in 
sod., 1983), jetrnem raku (Dong in sod., 2015) in drugih. Zaradi večje aktivnosti izooblike 
M2 pride do povečane koncentracije glikolitičnih intermediatov in hitrejše razgradnje 
glukoze ter sinteze nukleotidov. 
 
2.3 METABOLIZEM PRI RAKU 
 
Rak je splošno poimenovanje za več kot 100 različnih bolezni, katerih skupni dejavnik je 
nenadzorovana rast in delitev celic ter razširjanje v bolj ali manj oddaljena tkiva. Do tega 
privedejo številne mutacije v genetskem zapisu, ki se dogajajo postopoma in se kopičijo v 
celici. Rakaste celice s svojo prisotnostjo in porabo hranil ovirajo normalno delovanje tkiv 
in organov, kar lahko vodi do odpovedi organa in smrti. 
 
 
 
6 
Filipič I. Izražanje dveh pfk-L genov humane 6-fosfofrukto-1-kinaze v kvasovki Saccharomyces cerevisiae. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
 
 
2.3.1  Glavne značilnosti raka 
 
Verjetno najbolj splošno znano dejstvo o metabolizmu rakastih celic je, da se stalno delijo. 
Normalne celice imajo omejeno število delitev. Na to vpliva več dejavnikov, eden bolj 
znanih je delovanje telomeraze, ki sčasoma ne more več dodajati telomer na konec vsakega 
kromosoma. Pri rakastih celicah pa je povišano izražanje telomeraze in zato lažje 
vzdrževanje dolžine telomer (Hanahan in Weinberg, 2011).  
 
Slika 2: Biološke značilnosti rakaste celice (Hanahan in Weinberg, 2011) 
 
Stalna delitev celic je možna tudi zaradi neodzivnosti na rastne dejavnike. Normalna tkiva 
natančno kontrolirajo produkcijo in sproščanje rastnih dejavnikov, ki vplivajo na potek 
celičnega cikla ter s tem na samo število celic kot tudi na samo funkcionalnost tkiva. 
Rakasta tkiva pa lahko tudi sama vplivajo na svojo rast in podvojevanje. Rakaste celice 
obdržijo zmožnost neprestanega podvojevanja na več načinov: lahko sintetizirajo svoje 
rastne dejavnike, ki avtokrino spodbujajo delitev celic, ali pa preko strome rakastih celic 
vplivajo na normalne celice, da te oskrbujejo rakaste celice z različnimi rastnimi dejavniki 
(Cheng in sod., 2008). Eden od načinov je tudi povečanje količine receptorjev za rastne 
dejavnike, tako da postane membrana nanje bolj odzivna ali pa pride do strukturne 
spremembe receptorja, da se rastni dejavnik lažje veže na receptor (Hanahan in Weinberg, 
2011). 
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 V normalnih celicah neprestano proliferacijo celic zaustavlja tudi kontaktna inhibicija. To 
pomeni, da ko je celic toliko, da so tesno ena ob drugi, se njihova delitev ustavi. To med 
drugim nadzoruje tudi tumorski supresor merlin, ki povezuje adherentne molekule s 
transmembranskim  recetorjem trozin kinaza in s tem onemogoči stik signalne molekule 
(rastnega dejavnika) z njegovim receptorjem. Pri rakastih celicah pa lahko v genu nf2, ki 
zapisuje molekulo Merlin, pride do mutacije in zato inaktivacije delovanja Merlina. To 
posledično pomeni, da ne pride do onemogočenja vezave signalnih molekul na receptor in 
se lahko rakaste celice delijo naprej, ne glede na gostoto celic (Curto in sod., 2007).  
 
Naslednja pomembna značilnost rakastih celic je upiranje celični smrti. V normalnih 
celicah poznamo zunaj- in znotrajcelične regulatorje celične smrti, ki vodijo do apoptoze 
ali nekroze celice. Vsi regulatorji pri apoptozi vodijo do aktiviranja različnih proteaz, kar 
na koncu pripelje do razgradnje celične vsebine in fagocitoze s strani sosednjih celic ali 
fagocitov. Pri rakastih celicah pa lahko pride do izgube tumorskih supresorjev, ki delujejo 
kot senzorji za kritične napake na deoksiribonukleinski kislini (DNA). Na drugi strani pa 
se lahko poveča sinteza antiapoptotskih regulatorjev ali preživetvenih signalov, ki jim 
omogoča izogibanje smrti. Pri nekrozi celice pa pride do razlitja celične vsebine v okoliška 
tkiva, v čemer so tudi proinflamatorni signali, ki povzročijo prihod imunskih celic na to 
mesto. Imunske celice pospešijo širjenje rakastih celic, saj pospešujejo tvorbo novih žil in 
celično proliferacijo. Tako nekrotična celica naredi več slabega kot dobrega pri namenu 
uničevanja rakastih celic (Hanahan in Weinberg, 2011). 
 
Rakaste celice imajo tudi sposobnost indukcije angiogeneze oziroma tvorbe novih žil. Pri 
tem je zelo pomemben vaskularni endotelijski rastni faktor (VEGF), ki se inducira zelo 
zgodaj v razvoju raka zaradi hipoksije v tkivu ali pa drugih onkogenih signalov. Pri 
angiogenezi so pomembne tudi celice iz kostnega mozga – celice naravne imunosti, ki 
povzročijo vnetno okolje in razvoj krvnih in limfnih žil, kar omogoči hitrejšo rast rakastim 
celicam ter metastaziranju raka (Qian in Pollard, 2010). 
 
Invazivnost in zmožnost metastaziranja rakastih celic je lastnost, ki omogoča hitrejše 
razširjanje po tkivih. To omogoča prehodnost med epitelijem in mezenhimskim tkivom 
(EMT; epithelial-mesenchymal transition), preko katerega se lahko celice razširjajo v 
druga tkiva (Klymkowsky in Savagner, 2009). Zraven sodelujejo tudi makrofagi na 
periferiji tumorja, ki priskrbijo encime, ki lahko razgradijo matriks (Kessenbrock in sod., 
2010). 
 
Zelo značilni lastnosti rakastih celic sta tudi nestabilnost genoma in nastanek vnetij, ki v 
grobem omogočata vse ostale, prej opisane značilnosti rakastih celic. Pomembna je še 
zmožnost izogibanja uničenju s strani imunskega sistema, kjer celice naravne ubijalke in 
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limfociti skrbijo za uničenje celic (Hanahan in Weinberg, 2011). Zelo pomembna lastnost 
je tudi spremenjen energetski metabolizem, ki je opisan v nadaljevanju. 
 
2.3.2  Spremenjen energetski metabolizem in Warburgov efekt 
 
Rakaste celice imajo prilagojen metabolizem, saj se hitro delijo. Pomembno dejstvo pri 
metabolizmu rakastih celic je, da imajo povečano porabo glukoze in glutamina v 
primerjavi z normalnimi celicami, ki za pridobivanje energije po navadi uporabljajo 
oksidativno fosforilacijo. To je proces, ki poteka preko membrane mitohondrija in v 
katerem celice z oksidacijo vstopnih molekul pridobivajo energijo v obliki ATP (Vander 
Heiden in sod., 2009). Rakaste celice pa ne glede na prisotnost kisika v okolju za 
pridobivanje ATP večinoma uporabljajo pospešen metabolni pretok skozi glikolizo, ki ima 
za končni produkt mlečno kislino oziroma laktat, ki ga nato izločijo iz celice (Šmerc in 
sod., 2011). To imenujemo Warburgov efekt, samo razgradnjo glukoze do laktata v 
prisotnosti kisika pa aerobna glikoliza. Pospešena glikoliza povzroči dvig koncentracije 
intermediatov glikolize, ki kasneje delujejo tudi kot prekurzorji za anabolne reakcije, 
izločen laktat pa ustvarja nizek pH v okolju, kar otežuje preživetje normalnim celicam (Al 
Hasawi in sod., 2014). Razlog, zakaj bi celica proizvajala ATP na energetsko bolj 
neučinkovit način, je možno iskati v dejstvu, da je pomanjkanje ATP problem samo ob 
pomanjkanju hranil, do česar pa pri sesalskih celicah, ki imajo v serumu konstanten nivo 
glukoze, ne pride. Drugi možen razlog pa je dejstvo, da za izgradnjo ene molekule 
maščobne kisline s 16 ogljikovimi atomi celica iz ene glukoze dobi 5-krat več ATP kot ga 
potrebuje, vendar pa potrebuje 7 glukoznih molekul za dovolj NADPH. Če bi celica vršila 
oksidativno fosforilacijo, bi tako nastajalo preveč ATP, to pa bi spremenilo razmerje 
ATP/ADP in posledično celoten pretok skozi intermediate glikolize ter končno produkcijo 
acetil-CoA in NADPH, ki sta pomembna pri izdelavi maščobnih kislin (Vander Heiden in 
sod., 2009).  
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Slika 3: Možni načini izrabe glukoze v celici glede na prisotnost kisika v okolju (Vander Heiden in sod., 
2009). 
Metabolizem rakastih celic ima nekaj podobnosti z metabolizmom kvasovk. Pri obeh 
vrstah celic lahko opazimo povečan metabolni pretok skozi glikolizo ob prisotnosti kisika 
in presežku hranil v okolju celic (Warburgov efekt pri rakastih celicah in Crabtreejev efekt 
pri kvasovkah). Zaradi tega se v aerobnem okolju in hkratni visoki koncentraciji hranil 
izven celice tako v kvasnih kot rakastih celicah spremeni razmerje NADH/NAD+, kar 
pospeši metabolni pretok skozi glikolizo in posledično nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti 
(ROS). Ker so ROS škodljivi, obe vrsti celic dobro regulirata NADH/NAD+ razmerje 
preko produkcije laktata ali etanola. Pomembno pa je tudi uravnavanje razmerja 
NADPH/NADH, ki ga tumorske celice uravnavajo preko glutaminolize z maličnim 
encimom, kvasovke pa s sintezo acetata z od NADP+ odvisno acetaldehid dehidrogenazo. 
Take lastnosti kvasnih celic še potrjujejo dejstvo, da so celice kvasovk primeren modelni 
organizem za preučevanje rakastih celic (Legiša, 2014). 
 
2.3.2.1 Konstitutivno aktivna pot PI3K/Akt/mTOR 
 
PI3K/Akt/mTOR pot je ključna znotrajcelična signalna pot, ki v normalnih celicah 
pogojuje odgovor na rastne dejavnike ter posledično vpliva na celotni celični cikel. 
Sestavljena je iz treh pomembnejših enot: fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K), ki je 
pomemben regulator celične rasti, apoptoze, preživetja in gibljivosti, serin/treonin-protein 
kinaze (Akt) in tarče za rapamicin pri sesalcih (mTOR).  
 
Kinaza Akt omogoča hitro rast in deljenje celic. Celici omogoči, da se izogne apoptozi 
preko aktivacije sintaze dušikovega oksida (NOS, nitric oxide synthase) ter inhibicije 
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nekaterih proapoptotičnih proteinov, poleg tega pa pospeši potek celičnega cikla, tako da 
se lahko celica čim prej ponovno deli (Jiang in Liu, 2009).  
 
Delovanje poti je precej zapleteno. Rastni dejavnik se veže na receptor na membrani, kar 
povzroči aktivacijo PI3K. Kinaza povzroči fosforilacijo lipidov v plazemski membrani, to 
pa sproži aktivacijo kinaz Akt in mTOR. Kinaze vplivajo na izražanje genov preko 
fosforilacije transkripcijskih dejavikov, kar povzroči povečanje količine transporterjev v 
membrani za hranila, kot so glukoza in aminokisline (Roos in sod., 2007) ter povečano 
sintezo nekaterih encimov glikolize (Šmerc in sod. 2011), med katerimi je tudi v tem delu 
preučevani encim Pfk1. Dejavniki vplivajo tudi na sintezo lipidov in proteinov, ki gradijo 
celico (Gingras in sod., 2001).  
 
V normalnih celicah je signalna pot inducibilna z rastnim dejavnikom, pri rakastih celicah 
pa zaradi mutacij v določenih onkogenih pride do stalnega izražanja te signalne poti. Pri 
različnih tipih raka so zaznali onkogene mutacije na različnih delih te signalne poti 
(Vogelstein in sod., 2013), zato se predvideva, da lahko mutacije v vseh delih poti 
povzročijo konstitutivno izražanje. Pogoste so mutacije v PI3K, poznana je tudi mutacija v 
PTEN fosfatazi (fosfataza in homolog P), ki normalno razgradi produkt PI3K. Zaradi 
mutacije v PTEN fosfatazi pa se produkt PI3K ne razgradi in zato se aktivnost te signalne 
poti poveča.  
 
Pomemben dejavnik, ki se aktivira s pomočjo te signalne poti, je s hipoksijo inducibilen 
dejavnik 1 (Hif-1) (Jiang in sod., 2001), ki potem vpliva na več kot 90 genov, med njimi 
tudi na prej omenjena gena vegf in pfk (Slemc in Kunej, 2016; Yang in Lu, 2013). 
 
2.4 ENCIM Pfk1 
 
Nativni Pfk1 je 85 kDa velik tetramerni encim, ki je sestavljen iz štirih enakih ali različnih 
monomer. Pfk1 igra ključno vlogo v regulaciji metabolnega pretoka v glikolizi, saj 
katalizira ireverzibilno, od magnezija in od ATP odvisno reakcijo pretvorbe F-6-P v F-1,6-
BP (Al Hasawi in sod., 2014). V normalnih celicah encim aktivira F-2,6-BP ter inhibirata  
ATP  in citrat. Če je v celici veliko F-2,6-BP, se le-ta veže na alosterično mesto in poveča 
afiniteto encima za substrat F-6-P, medtem ko vezava ATP ali citrata na Pfk1 pomeni, da 
je v celici dovolj ATP, zato pride do inhibicije aktivnosti encima (Mesojednik in Legiša, 
2005). Vezava ATP na alosterično mesto povzroči konformacijsko spremembo pozitivnega 
argininskega ostanka, ki stabilizira negativen naboj fosfata F-6-P, kar olajša vezavo na 
encim (Banaszak in sod., 2011). Poleg alosteričnega uravnavanja je pri encimu Pfk1 
poznano tudi hormonalno uravnavanje. Serotonin vpliva na Pfk-M v skeletnih mišicah, 
kjer omogoča večji privzem glukoze (Coelho in sod., 2007). Poleg tega vplivata na Pfk1 
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tudi inzulin (Zancan in Sola-Penna, 2005) in adrenalin (Gomes Alves in Sola-Penna, 
2003). 
 
Encim Pfk1 najdemo tako v evkariontih, kot tudi v prokariontih. Razlika je le v tem, da je 
encim v evkariontskih celicah precej večji, saj naj bi med evolucijo prišlo do podvojitve 
genov in tandemske fuzije dveh prokariontskih enot encima. Poleg tega je prišlo še do 
različnih mutacij, ki so posledično vodila do nastanka različnih vezavnih mest za 
aktivatorje in inhibitorje, ki pri evkariontih omogočajo bolj natančno uravnavanje 
delovanja encima (Poorman in sod., 1984).  
 
2.4.1 Izoencimi Pfk1 
 
V humanih celicah najdemo tri izoencime, ki se med seboj nekoliko razlikujejo v 
zaporedju aminokislinskih ostankov ter po nahajanju v tkivih. Tako poznamo mišični (Pfk-
M) (Yamasaki in sod., 1991), trombocitni (Pfk-P) (Eto in sod., 1994) in jetrni tip (Pfk-L) 
(Levanon in sod., 1989) (Slika 4), ki so vsi veliki okrog 85 kDa. Vse tri najdemo v 
različnih tipih rakastih tkiv, vendar pa Pfk-L oblika prevladuje v tumorigenih celicah z 
izrazito agresivno rastjo (Zancan in sod., 2010; Oskam in sod., 1985). 
 
 
Slika 4: 3D struktura jetrnega tipa Pfk1 (Swiss-model, 2017) 
Pfk1 encim je veliko močneje izražen v  manj diferenciranih tumorjih kot v diferenciranih 
(Oskam in sod., 1985). Včasih so mislili, da je aktivnost Pfk1 v rakastih celicah povečana 
samo preko izgube funkcionalnosti tumor supresorskega proteina p53, kar povzroči 
znižanje koncentracije proteina Tigar (ang. TP53-inducible glycolisis and apoptosis 
regulator), ki deluje kot fruktoza-2,6-bifosfataza. Zaradi tega ostane v celici višja 
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koncentracija F-2,6-BP, ki deluje kot aktivator Pfk1 (Bensaad in sod., 2006). Kasneje so 
ugotovili, da je za povečano aktivnost celotne količine encima Pfk1 pomembna izooblika 
Pfk-L v nediferenciranih, hitro rastočih, rakastih celicah, ki je manj občutljiva na inhibicijo 
s citratom ter bolj občutljiva na reaktivacijo (po inhibiciji s citratom) s cikličnim AMP ali 
F-2,6-BP (Staal in sod., 1987). Prav tako je tak Pfk-L slabše inhibiran z ATP, vendar le pri 
nizkih koncentracijah F-6-P. (Staal in sod., 1987; Oskam in sod., 1985) 
 
V literaturi lahko najdemo dve izoobliki humanega Pfk-L encima, ki so jih določili na 
osnovi zaporedja komplementarne DNA (cDNA). Prva oblika je dolga 780 AK (UniProt 
P17858-1) in je pogosteje v uporabi v raziskavah kot druga (UniProt P17858-2). Druga 
izooblika je za 48 aminokislinskih ostankov daljša od prve, kar se kaže v spremenjenem 
zaporedju v začetnem delu (Slika 55). Daljša oblika je verjetno nastala z alternativnim 
izrezovanjem eksonov, vendar pa v literaturi ni podatka, ali omogoča sintezo aktivnega 
encima. V pregledanih objavah so poskuse vedno izvajali s prvo izoobliko.  
 
 
Slika 5: Poravnava obeh izooblik humanega encima Pfk-L. Zgornje zaporedje je kanonično, spodnje pa je 
možna oblika, ki bi nastala z alternativnim izrezovanjem. Njuna stopnja identičnosti je 91,6 %. 
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2.4.2 Krajša oblika Pfk1 
 
O skrajšani obliki Pfk-L encima še ni veliko znanega, saj so bile raziskave za enkrat 
narejene le na Pfk-M obliki.  
 
Za Pfk1 encim je značilna postranslacijska modifikacija, ki odcepi del C-terminalne regije 
nativnega encima. Pod vplivom delovanja proteaze K dobimo delujočo, krajšo obliko 
encima, ki pa je manj občutljiva na inhibicijo s citratom. Proteaza naj bi bila aktivirana 
preko PI3K/Akt signalne poti in naj bi imela pomemben vpliv na sam Warburgov efekt. V 
tumorigenih celičnih linijah najdemo več krajših oblik encima, ki bi jih lahko uporabljali  
kot markerje za hitrorastoče maligne celice ter kot tarče za prekinitev metabolnih poti v 
rakastih celicah (Šmerc in sod., 2011). 
 
Skrajšano obliko Pfk1 encima so najprej odkrili v glivi Aspergillus niger, ki je industrijsko 
zelo pomembna. Kratek fragment, ki je nastal zaradi delovanja serinskih proteaz, je 
omogočal povečano sintezo citrata, kar je pomenilo, da se je spremenil pretok skozi 
glikolizo. Vendar pa nastala krajša oblika v glivah takoj ni aktivna, ampak mora priti še do 
fosforilacije specifičnega treoninskega ostanka v aktivnem mestu encima (Capuder in sod., 
2009). Pri humani skrajšani obliki Pfk-M (približno 47 kDa), ki se pojavlja tudi v rakastih 
celicah, druga stopnja aktivacije ni potrebna (Šmerc in sod., 2011). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 UPORABLJENI SEVI  
 
3.1.1 Escherichia coli 
 
Pri izdelavi magistrske naloge smo uporabili sev Gram
-
 E.coli DH5α, ki ima vključenih 
nekaj mutacij v svoj genom. Te spremembe omogočajo še večjo uspešnost transformacij, 
saj zmanjšujejo verjetnost za razgradnjo plazmida, ki ga vnašamo, poleg tega se zmanjša 
možnost za homologno rekombinacijo, da dobimo bolj stabilen insert. Omogoča pa tudi 
modro-belo razlikovanje pri presejalnih testih, kar pomeni hitrejše pregledovanje večjega 
števila transformant (Grant in sod., 1990). 
 
3.1.2 Kvasovke 
 
Pripravljene konstrukte smo vnesli v kvasne celice S. cerevisiae sev HD114-8D (MATα 
pfk1::HIS3 pfk2::HIS3 ura3-52 leu2-3, 112 his3-11, 15 MAL SUC GAL). Ta sev izvira iz 
seva HD56-5A, le da ima izbite gene za sintezo nativnega encima PFK1. Zaradi tega ne 
raste na gojišču, kjer je edini vir ogljika glukoza, lahko pa jo gojimo na gojišču z 
glicerolom in etanolom kot virom ogljika. Oba seva sta avksotrofa za uracil, HD114-8D pa 
je avksotrof tudi za levcin in histidin.  
 
3.2 DNA ZA VNOS GENOV pfk1 V PLAZMID 
 
V plazmid p416TEF smo vnesli gen za humani Pfk-L, in sicer tako nativno (npfk-L) kot 
tudi skrajšano obliko (sfpfk-L) gena. Gen za nativno obliko encima smo dobili vključen v  
plazmid pDONR223-pfk-L (Addgene plazmid #23729) v kulturi E. coli DH5α, ki sta ga 
naredila William Hahn in David Root (Johannessen in sod., 2010). Žal ni bilo dostopnega 
celotnega zaporedja plazmida, zato smo šele kasneje ugotovili, da poskuse izvajamo z 
manj pogosto izoobliko encima Pfk-L. 
 
3.3 PLAZMIDNI VEKTOR p416TEF 
 
Za vnos nativnega in skrajšanega encima Pfk-L v kvasovko S.cerevisiae HD114-8D smo 
uporabili vektor p416TEF. To je vektor, ki je v celici v nizkem številu kopij ter za 
selekcijski marker v kvasovki vsebuje uracilsko avksotrofijo, v bakterijah pa deluje kot 
plazmid z ampicilinsko rezistenco. Uporabljeni promotor TEF je močan konstitutivni 
kvasni promotor, ki omogoča močno izražanje gena pfk-L. V našem primeru smo plazmid 
rezali z restrikcijskima encimoma XbaІ in XhoІ. 
15 
Filipič I. Izražanje dveh pfk-L genov humane 6-fosfofrukto-1-kinaze v kvasovki Saccharomyces cerevisiae. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
 
 
 
 
 
Slika 6: Plazmidna mapa vektorja p416TEF z označenima restrikcijskima mestoma XbaІ in XhoІ 
 
3.4 SESTAVA GOJIŠČ  
 
3.4.1 Gojišče LB z antibiotiki 
 
Za trdno gojišče Luria Bretani (LB) smo potrebovali 25 g LB pripravljene mešanice 
(L3522, Sigma), ki smo jo raztopili v enem litru destilirane vode. Tej mešanici smo dodali 
še 15 g agarja ter avtoklavirali 20 minut pri 121 °C. V gojišče LB smo po avtoklaviranju 
dodali enega izmed antibiotikov iz preglednice. 
 
Preglednica 1: uporabljeni antibiotik ter založna in delovna koncentracija 
Antibiotik Založna koncentracija Končna koncentracija 
Spektinomicin 100 mg/ml 0,1 mg/ml 
Ampicilin 100 mg/ml 0,1 mg/ml 
 
3.4.2 Gojišče Sc ura-  
 
Gojišče Sc ura- smo pripravili tako, da smo zatehtali kvasno sintetično gojišče brez uracila 
in glicerol. To smo raztopili v vodi na magnetnem mešalu ter nato prelili v erlenmajerico, v 
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katero smo že prej zatehtali agar (če smo želeli trdno gojišče). Erlenmajerico smo zamašili 
z vatnim zamaškom, pokrili z aluminijasto folijo ter avtoklavirali 20 min pri 121 °C. 
Tekočemu gojišču smo dodali etanol in kvasno dušikovo bazo brez AK in amon sulfata z 
dodatkom glutamina direktno pred inokulacijo. Trdno gojišče pa smo po avtoklaviranju 
ohladili na približno 50 °C, ter nato dodali etanol in kvasno dušikovo bazo brez AK in 
amon sulfata z dodatkom glutamina. Nato smo ga razlili v prej pripravljene plošče, po 
približno 30 ml gojišča na eno ploščo. Strjene plošče smo nato do uporabe hranili na 4 °C.  
 
3.4.2.1 Gojišče Sc ura- GE 
 
Preglednica 2: Sestava gojišča Sc ura- GE  
Sestavina Količina  
Kvasno sintetično gojišče brez uracila (Y 1501, Sigma) 0,192 g 
Glicerol  2 ml 
Agar* 2 g 
10x kvasna dušikova baza brez aminokislin in amon sulfata 
z dodatkom glutamina (Y 1251, Sigma)** 
10 ml 
Absolutni etanol** 2 ml 
dH2O Do 100 ml 
*Za trdno gojišče 
**Zaradi temperaturne občutljivosti dodamo po avtoklaviranju 
 
3.4.2.2 Selekcijsko gojišče Sc ura- z različnimi sladkorji 
 
Preglednica 3: Sestava gojišča Sc ura- z različnimi sladkorji 
Sestavina Količina  
Kvasno sintetično gojišče brez uracila (Y 1501, Sigma) 0,192 g 
Glukoza/Fruktoza/Maltoza 1g 
Agar* 2 g 
10x kvasna dušikova baza brez aminokislin in amon sulfata 
z dodatkom glutamina (Y 1251, Sigma)** 
10 ml 
dH2O Do 100 ml 
*Za trdno gojišče; **Zaradi temperaturne občutljivosti dodamo po avtoklaviranju 
 
3.4.2.3 Kvasna dušikova baza brez aminokislin in amon sulfata z dodatkom glutamina 
 
V 250 ml vode smo raztopili 4,25 g kvasne dušikove baze (Y 1251, Sigma), 0,625 g 
glutamina ter 1 ml mešanice antibiotika penicilin-streptomicin (P4333, Sigma). Vse skupaj 
smo nato sterilizirali s filtriranjem skozi 0,22 µm filter.  
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3.5 NAMNOŽITEV PLAZMIDNEGA VEKTORJA p416TEF  
 
Že pripravljene kompetentne celice bakterije E.coli seva DH5α smo iz -80°C prenesli za 30 
min na led. Po pol ure smo v 200 µl kulture dodali 2 µl plazmida p416TEF (c = 600 ng/µl) 
ter celice pustili na ledu še pol ure. Nato smo mikrocentrifugirko s celicami prenesli za 4 
min na 42°C, ter jo nato takoj spet postavili za 2 min na led. Po 2 min smo celicam dodali 
1 ml tekočega gojišča LB in mikrocentrifugirko stresali 60 min na 37 °C, 350 obratov/min. 
Po eni uri smo celice 3 min centrifugirali na 7000 obratov/min ter odpipetirali stran 
približno 1 ml supernatanta. Preostanek volumna smo premešali in razmazali na ploščo LB 
z ampicilinom (c = 100 µg/ml) ter čez noč inkubirali na 37 °C. 
 
Naslednji dan smo eno kolonijo prenesli v 10 ml tekočega gojišča LB z ampicilinom (c = 
100 µg/ml) ter 16 ur inkubirali na stresalniku pri 37 °C, 350 obratov/min. 
 
3.6 IZOLACIJA PLAZMIDA p416TEF 
 
 Od 10 ml prekonočne kulture smo postopoma prenašali po 2 ml kulture v 
mikrocentrifugirko, in jo nato centrifugirali 2 minuti na 8000 obratov/min. Supernatant 
smo vsakič odlili ter zbran pelet raztopili v 250 µL Resuspension solution iz 
komercialnega kompleta GeneJET
TM
 Plasmid Miniprep kit. V tem smo celice dobro 
resuspendirali ter nato nadaljevali z izolacijo po priloženem protokolu iz kompleta. Razlika 
je bila le v eluciji plazmida s kolone, ko smo namesto Elution Buffer uporabili kar sterilno 
vodo. Koncentracijo izoliranega plazmida smo nato izmerili s spektrofotometrom 
NanoDrop
TM
 ND-1000.  
 
3.7 PRIPRAVA VKLJUČKA –  GEN pfk-L 
  
3.7.1  Priprava matrične DNA  
 
Prejeto kulturo s plazmidom pDONR223-pfk-L smo nacepili na ploščo LB s 
spektinomicinom (c = 100 µg/ml) ter jo čez noč inkubirali na 37 °C. Naslednji dan smo s 
plošče z zobotrebcem prenesli eno kolonijo v 10 ml tekočega gojišča LB s 
spektinomicinom, ter inkubirali 16 ur na 37 °C, 350 obratov/min. Naslednji dan smo 
plazmid izolirali po protokolu komercialnega kompleta GeneJET
TM
 Plasmid Miniprep kit 
ter ga uporabili kot matrično DNA za verižno reakcijo s polimerazo (PCR). 
 
3.7.2   Priprava začetnih oligonukleotidov 
 
Za vnos genov pfk-L v želeni plazmid smo morali pripraviti primerne začetne 
oligonukleotide, enega smernega in dva protismerna, za nativni in skrajšani gen pfk-L. S 
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pregledom zaporedja gena pfk-L (Uniprot, 2016) smo pridobili osnovno zaporedje za oba 
oligonukleotida. Pogledali smo tudi restrikcijsko mapo plazmida p416TEF ter tako 
vsakemu začetnemu oligonukleotidu dodali prepoznavno mesto za določen restrikcijski 
encim. Izbira dveh restrikcijskih encimov prepreči zapiranje vektorja brez vključka, poleg 
tega pa poskrbi tudi za pravilno usmerjenost vključka v plazmid. Gledali smo, da 
restrikcijska encima povzročita nastanek lepljivih koncev, morali pa smo se tudi prepričati, 
da izbrana restrikcijska encima ne režeta v samem vključku, ki ga vnašamo v plazmid, kar 
smo lahko preverili s spletnim programom NEBcutter V2.0 (2016). Smerni začetni 
oligonukleotid smo sestavili iz petih naključnih nukleotidov, nato sta sledila prepoznavno 
zaporedje za restrikcijski encim ter Kozakovo zaporedje 'GCCACC', nadaljevanje 
zaporedja pa je bilo enako začetku zaporedja gena iz plazmida pDONR223-pfk-L (pozorni 
smo bili še na start kodon ATG). Protismerna začetna oligonukleotida pa sta imela najprej 
zaporedje, ki nalega na zaporedje gena (to je bil tudi del, v katerem sta se razlikovala med 
seboj), sledila sta stop kodon TAA in prepoznavno zaporedje za restrikcijski encim. 
Povsem na koncu pa je bilo še šest naključnih nukleotidov. Ti so dodani zato, da 
restrikcijski encim laže najde svoje prepoznavno mesto. Protismerna začetna 
oligonukleotida smo nato vnesli v spletno prostodostopno orodje Reverse Complement 
(2016), ki nam je vrnilo reverzni komplement začetnih oligonukleotidov v smeri od 5' proti 
3' koncu. Ko so bili začetni oligonukleotidi približno narejeni, smo pogledali še, da si 
zaporedja niso komplementarna ter preverili, da se talilne temperature (Tm) začetnih 
oligonukleotidov približno ujemajo. Za to smo uporabili spletno orodje TmCalculatorNEB 
(2016) ter  razliko med Tm  različnih začetnih oligonukleotidov popravili, da je bila ta 
malo manj kot 4°C. Tako pripravljena zaporedja začetnih oligonukleotidov smo naročili v 
podjetje IDT, Integrated DNA Technologies. Poimenovali smo jih po zaporedni številki v 
bazi začetnih oligonukleotidov na Kemijskem inštitutu (Preglednica 4). 
 
Preglednica 4: Uporabljeni začetni oligonukleotidi za pripravo vključkov sfpfk-L in npfk-L 
Zaporedna 
številka 
Smernost  Nukleotidno zaporedje 
7330 Smerna 5'-TAA TTC TCG AGG CCA CCA TGT GTA ACC AGG GTA GAG GTC 
GAG-3' 
7331 protismerna 5'-TAA TTC TCT AGA TTA GAA GCC CTT GTC CAT GCT CAG GGT G-3' 
7332 protismerna 5'-TAA TTC TCT AGA TTA CCT GCA GTC GAA GAC GCC GTT GC-3' 
Odebeljeni del zaporedja predstavlja prepoznavno zaporedje za restrikcijski encim ( 7330: encim XhoІ, 7331 
in 7332: encim XbaІ); podčrtani del zaporedja pri 7330 predstavlja start kodon, pri 7331 in 7332 pa stop 
kodon. 
 
3.7.3  Pomnoževanje vključkov npfk-L in sfpfk-L 
 
S PCR reakcijo smo želeli pomnožiti samo določen del nukleotidnega zaporedja na 
celotnem plazmidu. Pripravili smo PCR mešanico, kot je navedena v tabeli. 
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Preglednica 5: PCR mešanica za vključek npfk-L 
Sestavina Koncentracija Količina [µl] (skupno 50µl) 
pDONR223-pfk-L (matrična DNA) 380 ng/µl 0,5 
Phusion polimeraza (Thermo Scientific)  0,5 
dNTP 2,5 mM 4 
GC polimerazni pufer 5 x 10 
Začetni oligonukleotid 7330 10 mM 1,5 
Začetni oligonukleotid 7331 10 mM 1,5 
DMSO  1 
Sterilna H2O  31 
 
Preglednica 6: PCR mešanica za vključek sfpfk-L 
Sestavina Koncentracija Količina [µl] (skupno 50µl) 
pDONR223-pfk-L (matrična DNA) 380 ng/µl 0,5 
Phusion polimeraza (Thermo Scientific)  0,5 
dNTP 2,5 mM 4 
GC polimerazni pufer 5 x 10 
Začetni oligonukleotid 7330 10 mM 1,5 
Začetni oligonukleotid 7332 10 mM 1,5 
DMSO  1 
Sterilna H2O  31 
 
V mikrocentrifugirki smo pripravili mešanico ter na koncu dodali polimerazo. Mešanico 
smo vstavili v aparat za PCR (Applied Biosystems
TM
) in reakcijo izvedli pri naslednjih 
pogojih: 
 95 °C 2 min 
 95 °C 20 s 
    62 °C 20 s         30 ciklov 
    72 °C 2,5 min 
72 °C 7 min 
Ohladitev na 10 °C neskončno časa 
 
Ker smo oba vključka delali z isto matrično DNA ter z zelo podobnimi začetnimi 
oligonukleotidi (njihove Tm), smo oba vključka naredili hkrati.  
 
3.8 AGAROZNA ELEKTROFOREZA PCR PRODUKTOV 
  
 Uspešnost PCR reakcije smo preverili na agarozni gelski elektroforezi. 1 % agarozni gel 
smo pripravili tako, da smo zatehtali 1 g agaroze ter jo raztopili v mikrovalovni pečici v 
100 ml 1x TAE pufra. Ohlajeni mešanici smo dodali 5 µL etidijevega bromida ter vse 
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skupaj vlili v predhodno pripravljeno banjico z glavničkom ter odstranili nastale mehurčke 
zraka. Gel smo pustili približno 30 min, da se je popolnoma strdil. Po končani PCR reakciji 
smo PCR mešanici v mikrocentrifugirki dodali 9 µL 6 x nanašalnega barvila ter vse skupaj 
prenesli v jamice v gelu. Poleg smo dodali še 8 µL lestvice (GeneRulerTM 1 kb DNA 
ladder), da smo lahko določili velikost nastalih PCR produktov. Gel smo vstavili v banjico 
s TAE pufrom ter ga izpostavili napetosti 100 V za približno 45 minut, nato pa smo gel 
slikali pod UV lučjo. 
 
3.9 ČIŠČENJE PCR PRODUKTOV IZ GELA  
 
 S pomočjo skalpela smo nad prižgano UV lučjo izrezali dobljene PCR produkte. Te smo 
shranili v nove mikrocentrifugirke ter jih očistili s kompletom za čiščenje produktov iz 
gela (GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Kit). Upoštevali smo priložen protokol, 
le da smo na koncu PCR produkt eluirali s sterilno vodo namesto s priloženim elucijskim 
pufrom. Koncentracijo smo izmerili s spektrofotometrom NanoDrop
TM
 ND-1000. 
 
3.10 NADALJNJA OBDELAVA VEKTORJA IN VKLJUČKOV  
 
Z internetno dostopnim orodjem NEBcloner (http://nebcloner.neb.com/#!/redigest) smo  
določili najbolj primeren pufer za uporabo pri restrikciji z encimoma XhoІ in XbaІ.  
 
Preglednica 7: Reakcijska mešanica restrikcije plazmida p416TEF 
Sestavina Koncentracija Količina [µL] (skupno 30 µL) 
10x pufer CutSmart 10x 4 
Plazmid p416TEF  600 ng/µl 4 
XhoІ 20000 U/ml 1,5 
XbaІ 20000 U/ml 1,5 
Sterilna H2O  19 
 
Preglednica 8: Reakcijska mešanica restrikcije vključkov nPFK-L in sfPFK-L 
Sestavina Koncentracija Količina [µL] (skupno 40 µL) 
10x pufer CutSmart 10x 4 
Vključek npfk-L / sfpfk-L 55 ng/µl 30 
XhoІ 20000 U/ml 1,5 
XbaІ 20000 U/ml 1,5 
Sterilna H2O  3 
 
Pripravljeno restrikcijsko mešanico smo inkubirali 1,5 h pri 37 °C, nato pa mešanice 
očistili s kompletom GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Kit po protokolu 
proizvajalca kompleta. 
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3.11 LIGACIJA  
 
Pri ligaciji je pomembno upoštevati razmerje koncentracij plazmida in vključka. Mi smo si 
pomagali z internetnim orodjem Ligation calculator (2016), kamor smo vnesli našo 
koncentracijo plazmida ter želeno razmerje vključek proti plazmidu 3:1. Orodje nam je 
potem izračunalo potrebno koncentracijo vključka. 
  
Preglednica 9: Reakcijska mešanica ligacije za vključek npfk-L 
Sestavina Koncentracija  Količina [µL] (skupno 20 µL) 
Rapid ligacijski pufer 5x 4 
T4 DNA ligaza 400000 U/ml 1 
Plazmid p416TEF 60 ng/µl 1 
Vključek npfk-L  32 ng/µl 3 
Sterilna H2O  11 
 
 
Preglednica 10: Ligacijska mešanica za vključek sfpfk-L 
Sestavina Koncentracija [ng/µL] Količina [µL] (skupno 20 µL) 
Rapid ligacijski pufer 5x 4 
T4 DNA ligaza 400000 U/ml 1 
Plazmid p416TEF 60 ng/µl 1 
Vključek sfpfk-L 38 ng/µl 3 
Sterilna H2O  11 
 
Zraven obeh ligacij smo pripravili še kontrolno ligacijo, v katero smo namesto katerega 
koli vključka dodali sterilno vodo. Ligacijsko mešanico smo inkubirali na sobni 
temperaturi 30 min ter jo nato transformirali v E. coli. 
 
3.12 TRANSFORMACIJA V E. coli DH5α 
 
3.12.1 Transformacija  
 
Predhodno pripravljene kompetentne celice bakterije E.coli seva DH5α smo iz -80 °C 
prenesli za 30 min na led. Po pol ure smo v 200 µl kulture dodali 3 µl ligacijske mešanice 
ter celice pustili še pol ure na ledu. Nato smo mikrocentrifugirko s celicami prenesli za 4 
min na 42 °C, ter jo nato takoj spet postavili za 2 min na led. Po 2 min smo celicam dodali 
1 ml tekočega LB gojišča in mikrocentrifugirko stresali 60 min na 37 °C, 350 obratov/min. 
Po eni uri smo celice centrifugirali 3 min na 7000 obratov/min ter odpipetirali stran 
približno 1 ml supernatanta. Preostanek volumna smo premešali in razmazali na ploščo LB 
z ampicilinom (c = 100 µg/ml) ter inkubirali na 37 °C čez noč. 
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3.12.2 Prenos kolonij v tekoče gojišče 
 
Naslednji dan smo pregledali plošče in po tri kolonije z vsake plošče transformacij prenesli 
v 10 ml tekočega LB gojišča, ki smo mu pred tem dodali 10 µL ampicilina (c = 50 mg/ml). 
To smo inkubirali 16 ur na stresalniku na 37 °C, 350 obratov/min. 
 
3.13 ANALIZA PLAZMIDA p416TEF Z VKLJUČKOM  
 
3.13.1 Izolacija rekombinantnih plazmidov 
 
Naslednji dan smo iz prekonočne kulture izolirali rekombinantne plazmide po že prej 
opisanem protokolu. Plazmide smo s kolone eluirali s sterilno vodo ter jim izmerili 
koncentracijo s spektrofotometrom NanoDrop
TM
 ND-1000. 
 
3.13.2 Restrikcijska analiza rekombinantnih plazmidov 
 
Za preverjanje uspešnosti vnosa vključka v plazmid p416TEF smo opravili še manjšo 
restrikcijo 6 izoliranih plazmidov z že prej uporabljenima encimoma XhoІ in XbaІ. 
Reakcijsko mešanico smo inkubirali eno uri na 37 °C. 
 
Preglednica 11: Restrikcijska mešanica za analizo rekombinantnih plazmidov 
Sestavina Koncentracija Količina [µL] (skupno 10 µL) 
CutSmart pufer 10x 1 
Rekombinantni plazmid  700 ng/µl 3 
XhoІ 20000 U/µl 0,5 
XbaІ 20000 U/µl 0,5 
Sterilna H2O  5 
 
3.13.3 Preverjanje z agarozno elektroforezo 
 
Vsaki reakciji restrikcije smo dodali 2 µL 6 x nanašalnega barvila ter mešanico nanesli na 
1 % agarozni gel. Gel smo izpostavili napetosti 120 V za približno 45 minut.  
 
3.13.4 Preverjanje s sekveniranjem 
 
Rekombinantne plazmide, ki so se izkazali kot pravi na agarozni elektroforezi, smo poslali 
še na sekveniranje podjetju GATC Biotech. V ta namen smo pripravili mešanico vzorca 
rekombinantnega plazmida ter začetnih oligonukleotidov (Preglednica 13). Pri tem smo 
izbrali druge začetne oligonukleotide, kot smo jih uporabili v PCR reakciji, saj bi se ti 
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prilegali le na začetek zaporedja. Mi pa smo želeli, da se prilegajo že pred zaporedjem, še 
na delu plazmida, da lahko vidimo tudi pravo usmerjenost vključka v plazmid. Ker sta bila 
vključka, ki ju preverjamo, precej dolga, smo pripravili še dva začetna oligonukleotida, ki 
nalegata v sredini vključka.  
 
Preglednica 12: Začetni oligonukleotidi za sekveniranje 
 
 
 
 
 
 
 
Preglednica 13: Reakcijska mešanica poslana na sekveniranje 
Sestavina Količina 
Vzorec 1-6  500 ng 
Začetni oligonukleotid (smerni ali protismerni) 1,25 µL 
Sterilna voda Do 10 µL 
 
 
3.14 TRANSFORMACIJA KVASOVKE S. cerevisiae SEV HD114-8D  
 
3.14.1 Nacepitev kvasovk S. cerevisiae sev HD114-8D 
 
Na ploščo Sc ura+ GE smo nacepili kvasovko S. cerevisiae sev HD114-8D ter jo 4 dni 
inkubirali na 30 °C.  
Pred samo transformacijo smo prenesli kolonijo iz plošče v 100 ml tekočega gojišča Sc 
ura+ GE. To smo inkubirali na 30 °C, 100 obratov/minuto, do optične gostote OD600 = 1,0.  
 
3.14.2 Priprava raztopin za transformacijo 
 
Vse raztopine morajo biti sterilne. 
 
LiOAc/TE (50 ml):   44,4 ml H2O  
             5 ml 1M LiOAc (pH = 7,0 – 7,4) 
   0,5 ml 1M Tris HCl (pH = 7,5) 
   0,1 ml 500mM EDTA  
 
 
 
Zaporedna številka Nukleotidno zaporedje 
2384 5'-TCCTTCCTTTTCGGTTAGAG-3' 
3189 5'-CTCAAGTTTCAGTTTCATTTTTCTTG-3' 
7022 5'-ACCGCATCATGGAGGTCATC-3' 
7023 5'-GGTGGGAGCTTCGAGAACAA-3' 
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40 % PEG LiOAc/TE (50 ml):   40 ml 50 % PEG 4000 
     5 ml 1M LiOAc (pH = 7,0 – 7,4) 
     4,4 ml H2O 
     0,5 ml 1M Tris HCl (pH = 7,5) 
     0,1 ml 500 mM EDTA 
 
3.14.3 Transformacija kvasovk 
 
Transformacijo smo izvedli po protokolu, osnovanem na postopku Gietza in sodelavcev 
(1992). Celoten protokol smo izvedli na sobni temperaturi, tudi pufri so bili pred začetkom 
transformacije preneseni iz hladilnika, da so se segreli na sobno temperaturo. Ko je bila 
izmerjena optična gostota (OD = 600 nm) kulture S. cerevisiae sev HD114-8D v gojišču 
1,0, smo kulturo centrifugirali 2 min na 3000 obratov/minuto. Supernatant smo odlili in 
peletu dodali 10 ml sterilne vode ter celice resuspendirali. To smo ponovno centrifugirali 2 
min na 3000 obratov/minuto ter odlili vodo. Pelet smo resuspendirali v 5 ml raztopine 
LiOAc/TE ter ponovno centrifugirali 2 min na 3000 obratov/minuto. Supernatant smo 
odlili ter pelet resuspendirali v 0,25 ml raztopine LiOAc/TE. To mešanico smo razdelili po 
50 µL v tri mikrocentrifugirke.. V dve mikrocentrifugirki smo dodali po 1,5 µL plazmida, 
v kontrolno mikrocentrifugirko pa smo dodali 1,5 µL sterilne vode. Nato smo v vse tri 
dodali 5 µL DMSO in 300 µL 40 % PEG LiOAc/TE. Mešanico v mikrocentrifugirki smo 
najprej inkubirali 30 min na 30 °C, nato pa še 15 min na 42 °C. Po 15 minutah smo 
mešanico centrifugirali 30 sekund na 3000 obratov/minutov ter odpipetirali približno 300 
µL supernatanta. Ostanku smo dodali 100 µL sterilne vode ter razmazali na plošče Sc ura- 
GE. Plošče smo inkubirali 6 dni na 30 °C.  
 
3.15 PCR NA OSNOVI KOLONIJE TRANSFORMANT 
 
Na plošči smo si izbrali nekaj kolonij, katere smo z zobotrebcem najprej prenesli v 10 µL 
0,02 M NaOH in nato še na svežo ploščo Sc ura- GE. Kolonije v raztopini NaOH smo 
kuhali 10 min na 99 °C, nato pa od tega vzeli 1 µL za matrico v PCR reakciji. Zraven smo 
dodali še dve pozitivni in negativno kontrolo. Pri pozitivni kontroli smo za matrično DNA 
vzeli 1 µL 10x redčenega rekombinantnega plazmida p416TEF sfpfk-L in p416TEF npfk-L, 
pri negativni kontroli pa je bila namesto matrice dodana voda. 
 
 
 
 
 
25 
Filipič I. Izražanje dveh pfk-L genov humane 6-fosfofrukto-1-kinaze v kvasovki Saccharomyces cerevisiae. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
 
 
Preglednica 14: Reakcijska mešanica za cPCR 
Sestavina Koncentracija Količina [skupno= 20µL] 
DreamTaq MasterMix 2x 10 µL 
Lizat kvasne kolonije   1 µL 
Začetni oligonukleotid 2384 10mM 0,5 µL 
Začetni oligonukleotid 3189 10mM 0,5 µL 
Sterilna H2O  8 µL 
 
PCR reakcija je potekala pri naslednjih pogojih: 
95 °C 3 min 
 95 °C 45 s 
    57 °C 45 s         30 ciklov 
    72 °C 2,5 min 
72 °C 7 min 
Ohladitev na 10 °C neskončno časa 
 
Ustreznost PCR produktov smo preverili na 1 % agaroznem gelu kot je opisano v točki 3.8. 
 
3.16 GOJENJE TRANSFORMANT NA SELEKCIJSKIH GOJIŠČIH  
 
3.16.1 Gojenje na trdnem gojišču 
 
Pripravili smo več različnih gojišč, na katerih smo hoteli preveriti aktivnost nativne in 
skrajšane oblike encima Pfk-L. Naredili smo plošče s Sc ura- gojiščem, ki so namesto 
glicerola in etanola za vir ogljika vsebovale glukozo, maltozo ali fruktozo. Pripravili smo 
redčitveno vrsto S.cerevisiae sevov: 
 
sev HD56-5A – pozitivna kontrola 
sev HD114-8D – negativna kontrola 
sev HD114-8D p416TEF npfk-L  
sev HD114-8D p416TEF sfpfk-L 
sev HD114-8D p416GPD npfk-M 
sev HD114-8D p416GPD sfpfk-M 
 
Vse seve smo gojili pri 30 °C in 100 obratih/min dokler ni kultura dosegla OD600 = 1,0. 
Pripravili smo si tudi mikrotitrsko ploščico s 96 luknjicami, v katero smo, v vse kolone, 
razen prve, nanesli po 90 µl 0,9 % NaCl. Ob doseženi želeni optični gostoti smo prenesli 
100 µl kulture v prvo luknjico na ploščici. 10 µl iz prve luknjice smo prenesli naprej v 90 
µl 0,9 % raztopine NaCl v drugi luknjici. To smo dobro premešali ter prenesli 10 µl 
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narejene redčitve v naslednjih 90 µl 0,9 % raztopine NaCl in to ponovili še trikrat. Tako 
smo dobili 10 x redčitve, od katerih smo potem po 5 µL vsake redčitve nanesli na ploščo v 
dveh ponovitvah. Plošče smo inkubirali 5 dni na 30 °C.  
 
3.16.2 Gojenje v tekočem gojišču 
 
Z istimi sladkorji smo naredili tudi tekoča gojišča, v katerih smo hoteli preveriti hitrost 
rasti različnih sevov. Ta gojišča smo inokulirali s tremi variacijami S.cerevisiae:  
sev HD114-8D + p416TEF  
sev HD114-8D + p416TEF npfk-L  
sev HD114-8D + p426TEF sfpfk-L 
 
100 ml gojišča smo inokulirali z ezo, s katero smo vzeli nekaj kulture iz plošč Sc ura- GE.  
Erlenmajerice z gojišči smo inkubirali na stresalniku pri 30 °C, 100 obratov/min. Tem 
kulturam smo nato večkrat na dan merili optično gostoto, da bi dobili rastno krivuljo in iz 
nje izračunali hitrost rasti. 
 
Pripravili pa smo tudi gojišči, ki so kot vir ogljika vsebovala različni koncentraciji maltoze. 
Eno je vsebovalo 1 %, drugo pa 0,1 % maltozo. V ti dve gojišči smo z ezo nacepili 4 
različne seve S.cerevisiae:  
sev HD56-5A  
Sev HD114-8D  
Sev HD114-8D  + p416TEF npfk-L 
Sev HD114-8D + p426TEF sfpfk-L 
 
3.17 PRIPRAVA TRAJNE KULTURE 
 
Seve, s potrjenimi ustreznimi konstrukti v celici, smo pripravili za shranjevanje. Kvasno 
kulturo smo gojili v tekočem gojišču Sc ura- GE do OD600= 1. Nato smo 1 ml te kulture 
prenesli v kriovialo ter temu dodali še 1 ml 50 % glicerola. Kriovialo smo shranili v tekoči 
dušik v trajno zbirko Kemijskega inštituta. 
 
3.18 MERJENJE HITROSTI RASTI  
 
Koeficient rasti smo določili z merjenjem optične gostote sevov, gojenih na 30 °C ter 100 
obratov/min. Optično gostoto smo merili pri λ = 600 nm s spektrofotometrom Lambda 25 
(Perkin-Elmer, Boston, MA, USA). Izmerjeno optično gostoto smo preko prej pripravljene 
umeritvene krivulje, dostopne na kemijskem inštitutu, pretvorili v suho težo kulture.  
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Podatke smo nato računalniško obdelali. Izračunano suho težo smo logaritmirali (ln) ter na 
grafu prikazali naravni logaritem suhe teže v odvisnosti od časa. Dobljeni krivulji smo na 
semilogaritemskem grafu dodali linearno trendno črto za eksponentno fazo rasti. 
Koeficient te trendne črte pomeni hitrost rasti (Hagman in sod., 2013). 
 
3.19 MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI Pfk-L 
  
3.19.1 Priprava raztopin za merjenje aktivnosti 
 
Pufer za shranjevanje celic (100 ml): 100 mM fosfatni pufer, ki je vseboval 0,15 M 
glicerol, 1 mM DTE, 1 mM EDTA. Raztopini smo umerili na pH = 7,8, dopolnili volumen 
do 100 ml ter avtoklavirali 20 min pri 121 °C. Shranili smo ga na 4 °C. 
 
Pufer za ekstrakcijo proteinov (100 ml):  Za to smo uporabili 100 mM HEPES pufer z 
dodatkom 200 mM KCl in 1 mM DTT. Umerili smo pH na 7,5, ga avtoklavirali 20 min pri 
121 °C ter mu nato, pred samo uporabo, dodali še mešanico inhibitorjev proteaz. 
 
Za merjenje encimske aktivnosti smo potrebovali tudi več raztopin: 20 mM NADH in 100 
mM ATP smo pripravili v sterilni vodi, 400 mM raztopino F-6-P pa smo pripravili v 
HEPES pufru. Te raztopine smo sterilno filtrirali skozi filter s porami velikosti 0,2 µm ter 
jih hranili na 4 °C do samega merjenja. 
 
3.19.2 Priprava vzorcev 
 
Izbrane seve smo gojili v tekočem gojišču Sc ura-GE do OD600 = 1. Nato smo 10 ml vsake 
kulture centrifugirali 4 min na 4000 obratov/minuto pri 4 °C ter pelet sprali v 10 ml 
fosfatnega pufra. Ponovno smo centrifugirali 10 min pri 10000 obratih/min, supernatant 
odlili in sam pelet nato potopili v tekoči dušik. Zamrznjen pelet smo 1 min trli na mikro-
dismembratorju (Sartorius AG, Gottingen, Germany) pri 1700 obratih/min. Razbitemu 
peletu smo dodali 1 ml ekstrakcijski pufer ter centrifugirali 10 min na 12000 
obratov/minuto v centrifugi, ohlajeni na 4 °C.  
 
3.19.3 Merjenje aktivnosti 
 
Aktivnost humane nativne in skrajšane oblike encima PFK-L smo merili v homogenatih 
transformant kvasovke S.cerevisiae seva HD114-8D ter nativnem sevu HD56-5A. Za 
merjenje aktivnosti encima smo spremljali potek reakcije od F-6-P do glicerol-3-fosfata, 
kot je prikazano na Slika 7.  
28 
Filipič I. Izražanje dveh pfk-L genov humane 6-fosfofrukto-1-kinaze v kvasovki Saccharomyces cerevisiae. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
 
 
 
Slika 7: Potek skopljene reakcije glikolize in encima glicerol-3-fosfat-dehidrogenaze 
 
Potek reakcije in aktivnost samega encima smo spremljali s spektrofotometrom Lambda 25 
(Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) in merili absorbanco pri λ = 340 nm. Pri tej valovni 
dolžini NADH absorbira svetlobo, katerega koncentracija se med reakcijo zmanjšuje, saj se 
pretvarja v NAD+. Da smo lahko aktivnost encima merili preko zmanjševanja 
koncentracije NADH, smo morali ostale potrebne encime dodati v presežku. Reakcijska 
mešanica je vsebovala: 500 µL HEPES, 460 µL sterilne vode, 10 µL 20 mM NADH, 10 
µL 400 mM F-6-P, 3 µL mešanice triozafosfat izomeraze, fruktoza-1,6-bifosfat-aldolaze in 
glicerol-3-fosfat-dehidrogenaze ter 20 µL vzorca.  
 
Za merjenje aktivnosti encima smo pripravljeni mešanici dodali ATP. Vsaka meritev je 
trajala 150 sekund pri 30,1 °C. Pri izračunu encimske aktivnosti smo najprej upoštevali 
spremembo absorbance vzorca pred dodatkom ATP. S tem smo ugotovili porabo NADH 
pri ostalih encimih.. Pri drugi meritvi se je po dodatku ATP dodatno aktiviral le Pfk-L 
encim. Vsako meritev smo opravili v dveh ponovitvah.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA PLAZMIDA p416TEF 
 
Plazmid smo po izolaciji izpostavili restrikcijskim encimom XhoІ in XbaІ,  ter nekaj 
vzorca nanesli na gel da smo bili sigurni, da imamo pravi vektor za vnos naših vključkov 
(Slika 8). 
                 1          2    lestvica 
 
    6 kb 
   5 kb 
 
   3 kb 
 
 
 
 
 
Slika 8: Agarozna elektroforeza lineariziranega plazmida p416TEF (1,2 – vzorca lineariziranega plazmida 
p416TEF) 
 
Lisi pod oznakama 1 in 2 se nahajata pri lisi 6 kbp. Naš plazmid je velik 5,5 kbp, zato 
lahko potrdimo, da je plazmid pravi in ga lahko uporabljamo v nadaljnjih reakcijah. 
 
4.2 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA NAMNOŽENIH 
VKLJUČKOV  
 
Z naročenimi začetnimi oligonukleotidi smo s PCR reakcijo namnožili naša vključka npfk-
L in sfpfk-L. Celotnemu volumnu reakcije smo dodali 6 x LD ter nanesli na agarozni gel 
(Slika 9). 
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           Lestvica     1           2            3          4 
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Slika 9: Agarozna elektroforeza vključkov: 1,2 – vključek sfpfk-L v dveh ponovitvah;  3,4 – vključek npfk-L 
v dveh ponovitvah 
 
Na agaroznem gelu sta po dva vzorca istega vključka. Vzorca 1 in 2 sta vključek sfpfk-L, v 
dveh ponovitvah. Ta je dolg 1982 bp in se nahaja pri lisi, ki označuje 2 kbp. Vzorca 3 in 4 
sta vključek npfk-L, prav tako v dveh ponovitvah. Ta vključek je dolg 2484 bp in se tudi na 
naši sliki nahaja pri lisi, ki označuje 2,5 kb. 
 
Vzorce smo izrezali iz gela ter po dva vzorca skupaj združili in ju izolirali iz gela. Nato 
smo nastavili restrikcijo ter ponovno majhen del vzorca nanesli na gel za primerjavo (Slika 
10). Med vzorcema ni velike razlike, saj smo z restrikcijo odstranili le nekaj nukleotidov 
na vsaki strani. Na gel smo nanesli tudi zaradi preverjanja koncentracije obrezanega 
vključka npfk-L. 
            Lestvica      1              2 
 
Slika 10: Agarozna elektroforeza npfk-L: 1-rezan npfk-L s XhoІ in XbaІ, 2- nerezan npfk-L 
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4.3 TRANSFORMACIJA V E.COLI DH5α 
 
Najprej smo vse vključke in vektor obdelali z restrikcijskima encimoma, temu pa je sledila 
ligacija. Ligacije nismo nič preverjali na elektroforezi, ampak smo kar takoj mešanico 
transformirali v kompetentne celice E.coli DH5α. Po transformaciji smo celice gojili čez 
noč na 37 °C ter nato pregledali plošče (Slika 11).  
 
 
Slika 11: Plošče po transformaciji: levo – transformacija z ligacijsko mešanico za sfPFK-L, desno – 
kontrolna transformacija 
 
Transformacija je bila uspešna, saj je na ploščah s transformacijo zraslo trikrat več celic 
kot na kontrolnih ploščah (Preglednica 15).  
 
Preglednica 15: Število kolonij na posamezni plošči po transformaciji 
Plošča Število kolonij 
Kontrola 50 
DH5α + p416TEF + sfpfk-L 160 
DH5α + p416TEF + npfk-L 170 
 
Ker je transformacija uspela smo s plošč p416TEF + sfpfk-L in p416 + npfk-L vzeli po tri 
kolonije ter jih prenesli v 10 ml tekočega LB gojišča z dodanim 10 µL ampicilina. To smo 
čez noč postavili na stresalnik na 37 °C. 
  
4.4 ELEKTROFOREZA RESTRIKCIJSKE ANALIZE REKOMBINANTNIH 
PLAZMIDOV 
 
Izbrane kolonije iz plošč po transformaciji smo morali še preveriti, da vsebujejo plazmid s 
pravim vključkom PFK-L encima. Pri tem smo uporabili encima XhoІ in XbaІ, s katerima 
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smo sploh omogočili vnos vključka v plazmid. Restrikcije plazmidov smo nato nanesli na 
gel (Slika 12). 
 
     lestvica   1        2        3        4        5        6   lestvica 
 
            6 kb 
 
2,5 kb 
 
 
 
 
 
Slika 12: Agarozna elektroforeza restrikcijske analize rekombinantnih plazmidov: 1,2,3 – vzorci plazmidov 
p416TEF + sfpfk-L, 4,5 – vzorci plazmidov p416TEF + npfk-L, 6 –vzorec plazmida p416TEF + npfk-L, ki pa 
je brez inserta 
Po dobljenih rezultatih lahko vidimo, da je bila celotna transformacija uspešna. Dobili smo 
tri plazmide, ki imajo vnesen gen sfpfk-L in dva plazmida z npfk-L. Vzorce 1, 2, 4 in 5 smo 
poslali še na sekveniranje, da smo povsem prepričani o pravem vključku v plazmidu. 
Rezultati sekveniranja so pokazali, da ima npfk-L povsem identično zaporedje 
pričakovanemu, medtem ko je pri sfpfk-L prišlo do spremembe v enem nukleotidu povsem 
pri koncu zaporedja, kar pa ni povzročilo spremembe aminokislinskega zaporedja proteina. 
 
4.5 TRANSFORMACIJA V KVASOVKE SEV HD114-8D 
 
Ko smo imeli potrjena zaporedja vključkov gena v plazmid p416TEF, smo rekombinantni 
plazmid vnesli še v kvasovko S.cerevisiae. Transformacijo smo izvedli po protokolu ter 
pregledali plošče po 6 dneh inkubacije na 30 °C (Slika 13). Sicer je na ploščah zraslo 
precej malo kolonij, vendar  je predvsem važno, da je kontrolna plošča prazna. 
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Slika 13: Transformacija rekombinantnih plazmidov v kvasovke S.cerevisiae: levo - kontrolna transformacija 
(prazna plošča), sredina - transformacija s p416TEF + npfk-L (6 kolonij), desno - transformacija s p416TEF + 
sfpfk-L (11 kolonij) 
    
4.6 ANALIZA TRANSFORMANT S PCR NA OSNOVI KOLONIJE 
 
Za analizo transformant smo izbrali po tri kolonije iz vsake plošče, ter z njimi naredili 
reakcijo cPCR. Za kontrolo smo zraven v PCR dodali še dva vzorca, ki sta za matrično 
DNA v vzorcu uporabila plazmida z vključkoma npfk-L in sfpfk-L. Vzorce smo po 
končanem PCR programu nanesli na gel (Slika 14).   
 
              lestvica  npfk-L      1           2            3     sfpfk-L     4           5           6      lestvica 
 
Slika 14: Agarozna elektroforeza cPCR na transformantah kvasovk S.cerevisiae HD114-8D:  1,2,3 – vzorci s 
p416TEF + npfk-L; 4,5,6 – vzorci s p416TEF + sfpfk-L; za kontrolo sta zraven PCR vzorca, ki sta za 
matrično DNA vsebovala konstruiran in potrjen plazmid z npfk-L in sfpfk-L  
 
Agarozna elektroforeza je pokazala, da je transformacija uspela. Zaradi uporabljene nizke 
temperature prileganja je videti nekaj šibkih lis tudi na nepravih velikostih. V nadaljevanju 
smo kot transformanto z encimom nPfk-L uporabljali kolonijo 1, kot transformanto z 
encimom sfPfk-L pa kolonijo 6.  
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4.7 GOJENJE NA SELEKCIJSKIH GOJIŠČIH  
 
4.7.1 Gojenje na trdnih selekcijskih gojiščih 
 
Na trdna gojišča, ki niso vsebovala uracila ter so kot vir ogljika vsebovala 1 % glukozo, 
fruktozo ali saharozo, smo nacepili različne kvasne seve. Po 5 dneh smo pregledali plošče. 
Pri tem smo hoteli ugotoviti sposobnost vključitve encima v metabolizem kvasne celice in 
njegovo aktivnost (Slika 15, Slika 16, Slika 17).  
 
Sev HD56-5A je divji tip, naša pozitivna kontrola, sev HD114-8D pa je avksotrofni sev, ki 
ne raste brez uracila ter nima lastnih Pfk encimov. To je naša negativna kontrola. Za ta 
poskus smo za primerjavo dodali še dva seva, ki sta vsebovala nativno in skrajšano obliko 
Pfk-M encima, ki se nahaja v mišičnih celicah. 
 
 
Slika 15: Rast sevov na trdnem gojišču Sc ura-  z dodano 1% fruktozo (1 - HD56-5A; 2 - HD114-8D + nPfk-
L; 3 – HD114-8D + sfPfk-L; 4 – HD114-8D; 5 – HD114-8D + nPfk-M; 6 – HD114-8D + sfPfk-M) 
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Slika 16: Rast sevov na trdnem gojišču Sc ura- z dodano 1 % glukozo (1 - HD56-5A; 2 - HD114-8D + nPfk-
L; 3 – HD114-8D + sfPfk-L; 4 – HD114-8D; 5 – HD114-8D + nPfk-M; 6 – HD114-8D + sfPfk-M) 
Rezultati rasti sevov na ploščah s fruktozo in glukozo so si precej podobni. Kot 
pričakovano je najbolje zrasel divji tip HD56-5A, najslabše pa sev HD114-8D brez encima 
Pfk1. Tega seva na slikah sploh ne opazimo, medtem ko transformirana seva kažeta zelo 
počasno rast. Seva z vneseno mišično obliko encima Pfk1 sta rasla različno. Sev z nativno 
obliko Pfk-M je zrasel le malo slabše od divjega tipa, medtem ko je sev s skrajšano obliko 
Pfk-M zrastel malo bolje od sevov z vnesenima Pfk-L oblikama. 
 
 
Slika 17: Rast sevov na trdnem gojišču Sc ura- z dodano 1 % maltozo (1 - HD56-5A; 2 - HD114-8D + nPfk-
L; 3 – HD114-8D + sfPfk-L; 4 – HD114-8D; 5 – HD114-8D + nPfk-M; 6 – HD114-8D + sfPfk-M) 
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Rast na maltoznem sladkorju pa ni dala tako raznolikih rezultatov. Še vedno je najbolje 
zrasel sev divjega tipa kvasovke, najslabše pa HD114-8D brez encima Pfk1. V primerjavi z 
rastjo seva HD114-8D na drugih dveh gojiščih, je najbolje zrasel na matoznem gojišču, 
vendar tudi tukaj slabo v primerjavi z drugimi sevi. Ko primerjamo med seboj seve, ki 
imajo vnesene plazmide z geni za encim Pfk1, ni bilo velike razlike. Vsi štirje sevi, ne 
glede na vnesen skrajšan ali nativni gen za pfk-L in pfk-M, so zrasli malo slabše od divjega 
tipa HD56-5A.  
 
4.7.2  Gojenje v tekočih gojiščih 
 
Hitrost in zmožnost rasti sevov kvasovk S. cerevisiae smo preverjali tudi v tekočih 
gojiščih. V osnovi so bila gojišča brez dodanega etanola, razen, kjer je drugače zapisano.  
 
4.7.2.1 Rast na gojišču Sc ura- GE 
 
Za preverjanje prisotnosti plazmida v kvasnih celicah smo transformante gojili v gojišču Sc 
ura- GE (Slika 18). 
 
 
Slika 18: Rast seva HD114-8D z encimom nPfk-L ali sfPfk-L v gojišču Sc ura- GE 
 
Sama rast obeh sevov je bila zelo podobna. Izmerjeno optično gostoto smo pretvorili v 
suho težo ter to prikazali na semilogaritemskem grafu (Slika 19). Oba seva imata enako 
hitrost rasti, to je 0,155 /h 
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Slika 19: Semilogaritemski graf  rasti seva HD114-8D z encimom nPfk-L ali sfPfk-L v gojišču Sc ura- GE 
 
4.7.2.2 Gojenje v selekcijskih gojiščih 
 
Na selekcijskih gojiščih, ne glede na vir ogljika, je zrasel samo sev divjega tipa HD56-5A 
(Slika 20, Slika 21, Slika 22). Sev HD114-8D v gojišču ni zrasel, ne glede na to, kateri 
encim je vseboval, sfPfk-L ali nPfk-L.  
 
 
Slika 20:  Rast različnih sevov S. cerevisiae v gojišču Sc ura- 1 % glukoza 
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Slika 21: Rast različnih sevov S. cerevisiae v gojišču Sc ura- 1 % fruktoza 
 
 
Slika 22: Rast različnih sevov S. cerevisiae v gojišču Sc ura- 1 % maltoza 
 
Iz krivulj rasti seva HD56-5A na različnih gojiščih lahko razberemo, da je glukoza najbolj 
primeren vir ogljika. Začetna faza rasti, prilagajanje pred začetkom eksponentne faze, je v 
gojišču z glukozo skoraj za polovico krajša kot v gojišču z maltozo. V gojišču s fruktozo 
pa začetna faza traja dlje kot v glukoznem gojišču, vendar manj kot v gojišču z maltozo.  
0
0,5
1
1,5
2
2,5
0 10 20 30 40 50
O
D
 6
0
0
 
čas [h] 
Sc ura-  1 % fruktoza 
HD56-5A
HD114-8D nPFK-L
HD114-8D sfPFK-L
0
0,5
1
1,5
2
2,5
0 10 20 30 40 50
O
D
 6
0
0
 
čas [h] 
Sc ura-  1 % maltoza 
HD56-5A
HD114-8D nPFK-L
HD114-8D sfPFK-L
39 
Filipič I. Izražanje dveh pfk-L genov humane 6-fosfofrukto-1-kinaze v kvasovki Saccharomyces cerevisiae. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
 
 
 
 
Slika 23: Semilogaritemski graf rasti različnih sevov S. cerevisiae v gojišču Sc ura- 1 % glukoza 
 
Potek rasti smo pretvorili še v semilogaritemski graf, ki prikazuje spremembo 
logaritmirane vrednosti suhe teže kulture v času (Slika 23, Slika 24, Slika 25). Za sev 
HD56-5A smo iz naklona krivulje določili hitrost rasti. Vidimo, da je hitrost rasti v 
gojiščih s fruktozo in glukozo skoraj enaka, medtem ko je v gojišču z maltozo hitrost 
skoraj za polovico večja.  
 
 
Slika 24: Semilogaritemski graf rasti različnih sevov S. cerevisiae v gojišču Sc ura- 1 % fruktoza 
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Slika 25: Semilogaritemski graf rasti različnih sevov S. cerevisiae v gojišču Sc ura- 1 % maltoza 
 
4.7.2.3 Gojenje v Sc ura- z različno koncentracijo maltoze in dodatkom etanola 
 
Pri gojenju na trdnem gojišču smo ugotovili, da seva z vključkoma najbolje rasteta na 
gojišču z maltozo. Zato smo pripravili še poskus z različnima koncentracijama maltoze ter 
dodatkom etanola ter spremljali rast sevov (Slika 26, Slika 27). 
 
 
Slika 26: Rast različnih sevov S. cerevisiae v gojišču Sc ura- 1 % maltoza z dodatkom 50 µl EtOH 
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Slika 27: Rast različnih sevov S. cerevisiae v gojišču Sc ura- 0,1 % maltoza z dodatkom 50 µl EtOH 
 
V obeh gojiščih so rasli vsi izbrani sevi, ponovno najhitreje divji tip, HD56-5A (Slika 28, 
Slika 29). Seva z encimoma sfPfk-L in nPfk-L sta rasla primerljivo z osnovnim sevom 
HD114-8D, le malo hitrejšo rast je imel sev z vključeno skrajšano obliko encima. V 
gojišču z manj maltoze so sevi HD114-8D brez ali z vključenimi plazmidi rasli hitreje kot 
v gojišču z 1% maltozo.  
 
 
Slika 28: Semilogaritemski graf rasti različnih sevov S. cerevisiae v gojišču Sc ura- 1 % maltoza z dodatkom 
50 µl EtOH 
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Slika 29: Semilogaritemski graf rasti različnih sevov S. cerevisiae v gojišču Sc ura- 0,1 % maltoza z 
dodatkom 50 µl EtOH 
 
4.7.3 Merjenje encimske aktivnosti  
 
Glede na slabo rast v različnih selekcijskih gojiščih smo se odločili, da encimatsko 
preverimo še aktivnost encima Pfk-L. V poskusu smo uporabili tri seve: divji tip HD56-
5A ter seva HD114-8D z vključenima sfPfk-L in nPfk-L. Gojili smo jih do OD600 = 1,0 na 
stresalniku pri  30 °C, 100 obratov/min. Meritve so pokazale, da je Pfk-L močno aktiven 
samo v divjem sevu S. cerevisiae, pri transformantah seva HD114-8D pa aktivnost encima 
komaj zaznamo, ne glede na vnesen vključek (Slika 30). 
 
 
Slika 30: Graf merjenja encimske aktivnosti treh sevov HD56-5A, HD114-8D + nPfk-L in HD114-8D + 
sfPfk-L pred in po dodatku ATP kot induktorja 
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5 RAZPRAVA 
 
Encim 6-fosfofrukto-1-kinaza je tetramerni protein, ki ga v človeških celicah najdemo v 
treh izoencimih. V naši raziskavi smo se osredotočili na jetrni tip, saj le-ta prevladuje pri 
metastaznih tumorigenih celičnih linijah z bolj agresivno rastjo (Oskam in sod., 1985). Je 
eden ključnih encimov glikolize, v kateri nastane piruvat,  ki se pretvori v produkt  odvisen 
od pogojev v okolju celice. V aerobnem okolju se bo piruvat pretvoril v acetil-CoA, v 
anaerobnem okolju pa v različne produkte fermentacije. V človeškem telesu večinoma 
poteka aerobni proces, laktat pa nastaja med velikim celičnim naporom in v tumorskih 
celicah.  
 
Za preučevanje tumorigenih celičnih linij se kot modelni organizem pogosto uporablja 
kvasovka S. cerevisiae, saj ima v aerobnem okolju metabolizem, ki spominja na 
metabolizem rakastih celic. Podobnost je predvsem med kvasnim Crabtreejevim efektom 
in Warburgovim efektom tumorigenih celic. Mi smo izbrali sev HD114-8D, ki nima 
lastnega encima Pfk1, kateremu smo nato dodali narejen plazmid s konstruktoma za 
nativno in skrajšano obliko humanega encima Pfk-L.  
 
V literaturi so zapisi o dveh različno dolgih nativnih oblikah humanega encima Pfk-L. 
Izooblika 2 ima daljši začetni del nukleotidnega zaporedja, ki je verjetno posledica 
alternativnega izrezovanja intronov med zorenjem mRNA zaradi česar lahko pride do 
drugačnega zvitja proteina in zato do različne aktivnosti med izooblikama (Gerhard in sod., 
2004). Za naš eksperiment smo uporabili izoobliko, ki je bila že na plazmidu pDONR223-
pfk-L (Johannessen in sod., 2010) dostopna na Addgene (2016), vendar pa smo šele 
kasneje ugotovili, da eksperimente izvajamo z izoobliko 2. Kljub temu smo poskusili 
dobiti rezultate, saj tudi ta izooblika še ni bila eksperimentalno preučena. 
 
Kvasne seve z vneseno nativno (velika 90 kDa) in skrajšano (velika 75 kDa) obliko 
humanega encima Pfk-L smo najprej namnožili v tekočem gojišču Sc ura- GE, da smo še 
dodatno preverili, ali sta se plazmida z različnima vključkoma res vstavila v kvasne celice. 
Na tem gojišču sta po pričakovanjih dobro zrasla, saj zaradi vnesenih plazmidov nista bila 
več avksotrofa za uracil ter sta lahko zrasla tudi v gojiču, ki uracila sam po sebi ni 
vseboval. Oba seva sta imela zelo podobno hitrost rasti, kar smo tudi pričakovali. Glicerol 
se namreč kot vir ogljika najprej fosforilira v glicerol-3-fosfat, nato se oksidira v dihidroksi 
aceton fosfat ter kot tak vstopa v glikolizo. Ta korak glikolize nastopi šele po delovanju 
Pfk1 encima, zato oblika vnesenega encima nima vpliva na rast seva na glicerolu.  
 
Seva z vnesenima plazmidoma smo najprej preverjali, kako rasteta na trdnih gojiščih z 
različnimi viri ogljika. V našem primeru smo v gojišče dodali glukozo, fruktozo ali 
maltozo. Poleg naših dveh sevov smo za kontrolo nacepili na plošče še divji tip S. 
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cerevisiae HD56-5A, ki ima že svoj lasten Pfk1 encim, sev HD114-8D, ki nima lastnega 
Pfk1 encima ter še seva HD114-8D, ki sta imela vneseno nativno in skrajšano obliko Pfk-
M. Na vseh gojiščih sta zrasla le dva seva. Prvi je divji tip, naša pozitivna kontrola, drugi 
pa je sev z vnesenim nPfk-M. Seva z encimoma nPfk-L in sfPfk-L sta zrasla samo na 
maltozi. Čeprav sta glukoza in fruktoza enostavna sladkorja in preferenčni vir ogljika za 
kvasovke, sevi z našima vključkoma in vključkom sfPfk-M niso rasli na teh sladkorjih. 
Tudi pri preučevanju sfPfk-M so ugotovili, da izpostavitev seva z vnesenim sfPfk-M 
glukozi že samo za kratek čas pripelje do izgube aktivnosti, na kar verjetno vpliva 
fosforilacija sfPfk-M (Andrejc in sod., 2017). Sta pa seva z vnesenima različnima 
oblikama Pfk-L encima zrasla na maltozi vidno bolje od seva HD114-8D, kar pomeni, da 
se je vseeno vneseni encim moral funkcionalno zviti in imeti nekaj aktivnosti. Podobne 
rezultate so dobili že na poskusih na mišičnem tipu Pfk1 encima (Pohar, 2016), le da pri 
našem poskusu tudi nativna oblika enima ni rasla na glukozi ali fruktozi. To vseeno kaže 
na slabšo aktivnost vnesenega encima. 
 
Razlog, zakaj sev zraste na maltozi, na glukozi in fruktozi pa ne, lahko iščemo tudi v 
zgradbi teh sladkorjev. Glukoza in fruktoza sta že kot taki uporabni za celico kot vir 
energije, medtem ko se mora maltoza najprej, po energetsko potratnem vnosu v celico, še 
encimsko razgraditi na dve molekuli glukoze. To upočasni samo porabo glukoze, ki bi se 
drugače zelo hitro razgradila, sploh v sevu z vnesenim sfPfk-L ali sfPfk-M, na katera 
inhibicija s citratom ne deluje več tako dobro. Posledica tega bi bila deregulacija 
metabolizma skozi glikolizo ter porušitev NADH/NADPH razmerja, kar so zaznali pri 
sevu z vnesenim sfPfk-M (Andrejc in sod., 2017). Kvasovke nimajo encima 
transhidrogenaze, ki omogoča pretvarjanje NADH v NADPH in obratno. Pri uravnavanju 
tega razmerja imata zato pomembno vlogo NADP+ specifična acetaldehid dehidrogenaza 
in NADP+ specifična alkohol dehidrogenaza, ki oksidirata etanol do acetata. Zaradi tega je 
lahko sev s sfPfk-L vključkom rasel na maltoznem gojišču z dodatkom etanola, medtem ko 
na gojišču brez etanola ni rasel. V raziskavi mišičnega tipa humane Pfk-M so ugotovili, da 
sev z vneseno krajšo obliko sfPfk-M raste v gojišču z maltozo in etanolom samo dokler 
ima na razpolago etanol. Ko je bil iz gojišča porabljen ves etanol, je bilo od začetnega 1g 
maltoze na 100 ml gojišča, neporabljene še 0,85g maltoze. Seva z nPfk-M in divji tip pa v 
gojišču z maltozo in etanolom nista ne porabljala in ne proizvajala etanola (Andrejc in 
sod., 2017). 
 
Nato smo seve gojili še v tekočih gojiščih z različnimi viri sladkorja – ponovno glukoza, 
fruktoza in maltoza. Kvasovke bi lahko izrabljale sladkorje iz gojišča le, če bi se gen za 
encim Pfk-L pravilno vstavil v plazmid, pravilno sestavil v celici in postal aktiven encim v 
glikolizi. Glede na rezultate rasti sevov na trdnih gojiščih smo sklepali, da bosta seva z 
vnesenima oblikama Pfk-L najbolje rasla na maltozi, slabše pa na glukozi in fruktozi. 
Izkazalo se je, da v gojišču z glukozo in fruktozo transformirana seva sploh nista rasla, 
medtem ko je divji tip, ki smo ga uporabili za kontrolo, rasel po pričakovanjih. Pri teh 
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rezultatih lahko rečemo, da sta v našem primeru obe obliki encima Pfk-L sicer aktivni, 
vendar je njuna aktivnost najverjetneje minimalna.  
 
Ker je maltoza kot vir ogljika omogočala nekaj rasti, smo se odločili preveriti še vpliv 
koncentracije maltoze v gojišču na rast sevov. Tem gojiščem smo dodali še 10mM etanol 
kot dodaten vir ogljika. Rezultati so pokazali, da v gojišču z 1% maltozo še vedno najbolje 
raste divji tip seva, transformirana seva pa sta primerljiva osnovnemu sevu HD114-8D. To 
nam potrjuje dejstvo, da naša vključka omogočata nastanek slabo aktivnega encima. V 
gojišču z 0,1 % maltozo razlike med hitrostjo rasti sevov niso več tako očitne. Razlog bi 
lahko iskali v tem, da je to gojišče že tako omejeno z virom ogljika, da tudi divji sev ne 
more rasti neomejeno hitro.  
 
Da bi bili povsem prepričani o neaktivnosti vnesenih genov, smo encimatsko preverili še 
samo aktivnost encimov. Naredili smo homogenate kultur divjega seva HD56-5A in obeh 
transformiranih sevov, ter jih izpostavili substratom, preko katerih smo nato izmerili 
aktivnost encima iz vsakega seva. V tem poskusu smo ponovno zaznali zelo majhno 
aktivnost naših encimov, občutno nižjo od aktivnosti encima pri divjem sevu. 
 
Naši rezultati kažejo, da smo sestavili in v kvasni sev vnesli plazmid p416TEF z nativnim 
in skrajšanim genom za humani encim Pfk-L. Vnesli smo izoobliko 2, kar smo tudi potrdili 
s sekveniranjem. Vendar pa sta seva z vnesenima plazmidoma kazala le majhno aktivnost 
encimov. To nam je žal onemogočilo opazovati razlike v aktivnosti med oblikama Pfk-L 
encima, ki ju najdemo v zdravih in rakastih celicah. Za boljše rezultate bi lahko vse 
poskuse ponovili z izoobliko 1 encima Pfk-L, saj uporabljena izooblika ne kaže dovolj 
velike aktivnosti. 
 
Ne glede na rezultate, pa ima naša raziskava večji pomen, saj smo glede na objavljeno 
literaturo opravili prvi eksperiment, ki je testiral aktivnost izooblike 2. 
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6 SKLEPI  
 
 Pripravili smo konstrukta za skrajšani in nativni gen za humani encim Pfk-L  
(izooblika 2) ter ju vnesli v kvasni sev HD114-8D, ki ima izbite gene za lastne Pfk1 
encime. 
 
 Kvasne transformante s humanim nativnim in skrajšanim genom pfk-L so rasle le 
na maltozi. Glukoza in fruktoza verjetno zaradi hitre dostopnosti in razgradnje 
povzročata prevelik metabolni stres, medtem ko se maltoza presnavlja nekoliko 
počasneje. 
 
 Gojenje na gojišču z dodatkom etanola je sevoma z obema vključkoma omogočala 
boljšo rast kot na gojišču brez etanola. Prisotnost etanola pomeni dodaten vir 
ogljika in omogoča uravnavanje razmerja NADH/NADPH ter zato boljšo rast. 
 
 Zaradi slabe aktivnosti encimov je bila nemogoča primerjava aktivnosti encimov 
med seboj ter nadaljnjo testiranje z inhibitorji.  
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7 POVZETEK 
 
Najbolj značilna lastnost rakastih celic je nekontrolirano razmnoževanje celic. To jim 
omogoča pospešen metabolni tok skozi glikolizo ter izločanje laktata, ne glede na 
prisotnost kisika v okolju (Warburgov efekt). Zaradi izločanja laktata se v okolici rakastih 
celic zniža pH, kar onemogoča normalno rast zdravih celic. Raziskave so pokazale, da na 
pospešen metabolni tok vpliva Pfk1 encim, ki zaradi posttranslacijskih modifikacij postane 
bolj aktiven in manj občutljiv na inhibitorje. 
 
V namen raziskovanja smo pripravili dva seva kvasovke HD114-8D z vnesenima genoma 
za nativno in krajšo obliko jetrnega tipa encima Pfk1, ki smo ju vnesli v plazmid p416TEF. 
Nato smo transformante gojili na različnih gojiščih in ugotovili, da sta oba seva zrasla le na 
maltozi, ki verjetno zaradi potrebne začetne razgradnje v celici povzroča manjši stres za 
celico. Ob spremljanju rasti v tekočem gojišču smo ugotovili, da transformirana seva 
rasteta le ob dodatku etanola, ki pomeni dodaten vir ogljika ter omogoča boljše 
uravnavanje razmerja NADH/NADPH v celici. Oba ta poskusa ne dajeta neposredne 
informacije o delovanju encima Pfk-L, zato smo hoteli izvedeti še nekaj o sami aktivnosti 
obeh oblik encima. Ob merjenju encimske aktivnosti smo ugotovili, da imata vnesena 
encima komaj zaznavno aktivnost in nista primerljiva encimu iz seva divjega tipa.   
 
Naši rezultati kažejo na to, da imajo kvasovke veliko mehanizmov znotraj celice, ki 
omogočajo preživetje v spremenljivem zunanjem okolju. Ker sta vnesena gena omogočala 
nastanek le minimalno aktivnega encima, bi bilo v prihodnosti dobro pripraviti podobne 
teste na izoobliki 1 encima Pfk-L ter s tistimi primerjati različno aktivnost in občutljivost 
na inhibicijo med nativnim in skrajšanim fragmentom Pfk-L.  
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